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Acute respiratory distress syndrome (ARDS) or acute lung injury (ALI) is one of the most 
severe forms of acute lung injuries with severe pulmonary edema which are seen in patients with 
sepsis, severe trauma, fat embolism and so on. The mortality of ARDS/ALI is still high 
(approximately 40%) despite of recent advances in intensive care because there are few drugs for 
the prevention and treatment of ARDS/ALI. Therefore, to clarify the mechanisms of ARDS/ALI 
and to develop new drugs against ARDS/ALI are very important. An injection of oleic acid (OA), 
an unsaturated fatty acid, to animals can produce a lung injury. The manifestations of 
OA-induced lung injury are similar to those in patients with ARDS/ALI. Although OA-induced 
lung injury is used as a model of ARDS/ALI, pathophysiological mechanisms of OA-induced lung 
injury are not clear. This study is performed to clarify the mechanisms of OA-induced lung injury 
using guinea pigs. 
 
1) Fat emulsions such as Intralipid®, clinically used for nutritional support, do not induce 
ALI, although they include OA (e.g. 22-25% OA in Intralipid®). In order to elucidate the 
mechanism of fat emulsions to suppress the development of OA-induced lung injury, The 
effects of an injection of OA, with those of Intralipid®, soybean oil that is a source of 
Intralipid®, and OA emulsion, were compared in terms of a decrease in partial oxygen 
pressure of arterial blood (Pao2) and an increase in pulmonary vascular hyperpermeability. 
An injection of Intralipid® did not show changes in Pao2 and pulmonary vascular 
permeability, while an injection of OA induced a decrease in Pao2 and pulmonary vascular 
hyper-permeability. The decrease in Pao2 by OA was attenuated when OA was emulsified. 
Soybean oil induced the decrease in Pao2 to a lesser extent than that of OA. These results 
suggest that pulmonary toxicities induced by OA depend on its physical and chemical forms. 
An anti-allergic drug, tranilast has potentials to inhibit the release and synthesis of some 
inflammatory mediators, when tranilast（100-400 mg/kg; p.o.） was administered 2 hrs before 
OA injection, the drug prevented the decrease in Pao2 and increase in pulmonary vascular 
permeability induced by OA. These results suggest that inflammatory reactions are involved 
in the development of OA-induced lung injury. 
 
2) To clarify whether or not thromboxane A2 (TXA2) plays an important part in the 
inflammation in the lungs induced by OA, changes in TXA2 generation in OA-induced lung 
injury were examined and the efficacy of ozagrel, a TXA2 synthase inhibitor, on the lung 
injury was evaluated. An OA injection increased the plasma level of TXB2, a stable 
metabolite of TXA2, and time-course of plasma TXB2 was similar to that of decreased Pao2 
induced with OA. Ozagrel (20-80 mg/kg; i.v.) administered 30 min before the OA injection 
prevented 1) the decrease in Pao2 and pulmonary vascular hyper-permeability, 2) the 
increase in lactate dehydrogenase activity, a measure of lung cell injury, 3) the increase in the 
TXB2 level and the weight ratio of TXB2 to 6-keto prostaglandin F1α , a stable metabolite of 
prostaglandinI2, in bronchoalveolar lavage fluid (BALF). Although ozagrel (80 mg/kg; i.v.) 
administered simultaneously with OA ameliorated the decrease in Pao2, a post-treatment 
showed little effect. The results suggest that TXA2 participates in the OA lung injury, as an 
“early phase” mediator. 
 
3) To clarify the mechanism of the inflammation mediated by TXA2 in OA-induced lung injury, 
the effects of ozagrel on the accumulation of inflammatory cells and chemokine expressions 
in the lungs, which play important roles in the development of ARDS/ALI, in the oleic 
acid-induced lung injury were examined. An injection of OA caused an increase in 
macrophages and neutrophils in BALF and induced up-regulation of mRNA expression of 
monocyte chemoatractant protein-1 (MCP-1) and interleukin (IL)-8. The increase and 
up-regulation were inhibited by the ozagrel (80 mg/kg; i.v.). These results indicate that TXA2 
plays a role, at least in part, in OA-induced lung injury through the up-regulation of MCP-1 
and IL-8 mRNA expression, leading to activation of macrophages and neutrophils in the lung 
injury. 
 
These findings will provide useful information on the mechanisms of OA-induced lung injury 
and propose a new inflammatory mechanism mediated by TXA2 through the expression of MCP-1 











ALI 急性肺傷害 acute lung injury 
ARDS 急性呼吸窮迫症候群 acute respiratory distress syndrome 
BALF  気管支肺胞洗浄液 bronchoalveolar lavage fluid 
COX  シクロオキシゲナーゼ cyclooxygenase 
EIA エンザイムイムノアッセイ enzyme immunoassay 
ICAM-1   intercellular adhesion molecule-1 
IL-1 インタ－ロイキン-1 interleukin-1 
IL-8 インターロイキン-8 interleukin-8 
6-keto PGF1α   6-keto Prostaglandin F1α  
LDH  乳酸脱水素酵素 lactate dehydrogenase 
LPS リポポリサッカライド lipopolysaccharide 
MCP-1   monocyte chemoatractant protein-1 
mRNA   メッセンジャRーNA messenger RNA 
NSAIDs  非ステロイド性抗炎症薬 non steroidal anti- 
   inflammatory drugs 
OA オレイン酸 oleic acid 
PAF  血小板活性化因子 platelet-activating factor 
Pao2 動脈血酸素分圧 partial oxygen pressure of  
  arterial blood 
PGI2  プロスタグランジンI2 prostaglandin I2 
PGs プロスタグランジン類 prostaglandins 
PLA2  ホスホリパーゼA2 phospholipase A2 
sPLA2  分泌型ホスホリパーゼA2 secretory phospholipase A2 
cPLA2  細胞質型ホスホリパーゼA2 cytosolic phospholipase A2 
RANTES   regulated-upon-activation, 
   normally T-cell-expressed and 
   –secreted chemokine 
RT-PCR   reveres transcriptase 
   -polymerase chain reaction  
TNF-α 腫瘍壊死因子-alpha tumor necrosis factor-alpha 
TXA2 トロンボキサンA2 thromboxane A2 
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は多く存在する．急性呼吸窮迫症候群（acute respiratory distress syndrome, ARDS）／急性肺









Fig. 1. Pathogenesis of ALI (acute lung injury) and 






Fig. 2. Pathophysiolocal features of ARDS/ALI 1) 
 



















血症を再現性良く誘発するため 9, 22)，予防・治療薬開発 11, 23, 24)，新規人工換気法 10, 25, 26) 















オレイン酸粒子の粒子径 （以下 オレイン酸の粒子径 と記述） や化学的存在形態が重要で
あること，2) オレイン酸投与により誘発される肺の炎症反応にTXA2 が関与し，低酸素血症や








第 2章 オレイン酸誘発肺傷害におけるオレイン酸の物理化学的状態の影響 
 













































Fig. 3. Effects of OA and Intralipid® on Pao2 
 
A) OA ○：15 µL/kg, □：30 µL/kg, △：60 µL/kg . 
B) Intralipid®○：0.3 mL/kg ( 15 µL/kg as OA), ●：0.6 mL/kg ( 30 µL/kg as OA), 
□：1.2 mL/kg ( 60 µL/kg as OA), ■：2.4 mL/kg (120 µL/kg as OA), △：4.8 mL/kg 
(240 µL/kg as OA), ◇：saline 4.8 mL/kg (as control). 
Each point represents mean±S.E. (N=5-6). 





























 Fig. 3 Aに示すように，オレイン酸（15, 30，および 60 µL/kg）を静脈内投与すると，用量依
存的に Pao2の低下が認められ，オレイン酸の投与6 分後に最大低下が見られた．一方，イ
ントラリピッド®の静脈内投与の Pao2に与える影響をFig. 1B に示す．イントラリピッド®（0.3, 










Fig. 4 に示すように，オレイン酸（15 µL/kg）投与群では，有意な肺および気道の血管透過

































Fig. 4. Effects of Intralipid® on the pulmonary vascular permeability 
Saline (white bar), OA (black bar), Intralipid® (cross hatched bars). Evans blue (30 mg/kg, i.v.) 
was administered 1 min before the saline, OA or Intralipid® injection. The lungs were removed 90 
min after the injection and measured the Evans blue contents. 
Each bar represents the mean±S.E. (N=4-6).  
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径：0.3 µm）を調製し， Pao2に与える影響を検討した（Fig. 5 A）．オレイン酸エマルション（75, 




ダイズ油（65，130，および 260 µL/kg, オレイン酸として15，30，および60 µL/kg相当量）を
 
Fig. 5. Effects of OA emulsion and soybean oil on Pao2 
 
A) OA emulsion ○： 75 µL/kg ( 15 µL/kg as OA), ●：150 µL/kg ( 30 µL/kg as OA), 
□：300 µL/kg ( 60 µL/kg as OA). 
B) soybean oil ○： 65 µL/kg ( 15 µL/kg as OA), ●：130 µL/kg ( 30 µL/kg as OA), 
□：260 µL/kg ( 60 µL/kg as OA).  
Each point represents the mean±S.E. (N=4-5). 
























































































Fig. 6.  Effects of four forms of lipids on Pao2 
○：OA, ●：OA emulsion, □：Intralipid®, ■：soybean oil. 
Each value represents the mean±S.E. (N=4-6). 
♯♯P < 0.01, compared with OA,  
※P < 0.05, compared with soybean oil,  
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Fig. 7. Histological pictures of OA-induced lung injury 
A) saline or B) OA (15 µL/kg) was administered intravenously. The lungs were 
removed 90 min after saline or OA injection and then they were fixed by 15% 
buffered formalin. The samples were embedded in paraffin and 4 µm sections 

















抗アレルギー薬であるトラニラスト（Fig. 8, N-3,4-dimethoxycinamoyl anthranilic acid）は，
ARDS/ALI の病態にその関与が示唆されている，トロンボキサンA2（TXA2），活性酸素種お





33) を基に，100-400 mg/kgとした． 
Fig. 9に示すように，オレイン酸（15 µL/kg）により誘発されるPao2の低下は，トラニラスト（200
および400 mg/kg）投与により有意に抑制された． 












(N-3,4-dimethoxycinamoyl anthranilic acid) 
 


















Fig. 9. Preventive effects of tranilast on the decrease in 
Pao2 induced with OA 
Vehicle (5% CMC solution)+OA (●) and 200 mg/kg (○), 400 mg/kg (■) 
tranilast+OA was orally administered 2 hrs before OA injection (15 µL/kg). 
Each point represents mean±S.E. (N=7). 





























































































Fig. 10. Preventive effects of tranilast on the increase in 
pulmonary vascular permeability induced with OA 
Tranilast (100, 200, 400 mg/kg, p.o.) or vehicle (5% CMC solution 2 mL/kg, i.v.) was 
administered 2 hrs before the OA injection (15 µL/kg) and Evans blue (30 mg/kg, i.v.) 
was administered 1 min before the OA or saline injection. The airways and lungs were 
removed 90 min after OA injection and measured the Evans blue contents. Each point 
represents mean±S.E. (N=7). 
＊P < 0.05,＊＊P < 0.01, compared with the saline+vehicle group,  
※P < 0.05, ※※P < 0.01, compared with the OA+vehicle group. 
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Fig. 11. Proposed mechanisms of the difference in the effect of the 
four lipids on induction of lung injury 
 
OA induces the lung injury through the induction of inflammation when the OA particles 
are trapped by pulmonary microvasculartue. Little effect of Intralipid○R  and OA emulsion on 
the induction of inflammation may be due to the failure of being trapped by the 
microvasculartue because the emulsions’ particles are too small. On the other hand, little 
effect of soybean oil on the induction of inflammation can be ascribed to the some 
components, e.g. linoleic acid and γ-linolenic acid, which have anti-inflammatory potential. 
 
 

















傷害を誘発するには，少なくとも，それぞれ 10-4 mol/Lおよび 5×10-4 mol/L 以上の濃度のオ
レイン酸が必要との報告がある 37,39)．これらの報告から考えると，オレイン酸が肺傷害を惹起
するには，ある一定濃度以上のオレイン酸が肺組織に必要であると考えられる．実際，ラットを
用いた in vivo 条件下で，遊離型のオレイン酸投与により肺血管内皮および肺胞上皮傷害が



























1)  オレイン酸（15-60 µL/kg）の静脈内投与により，Pao2 低下および肺血管透過性亢進が見
られたが，イントラリピッド（0.3-4.8 mL/kg: 15-240 µL/kg as oleic acid）の静脈内投与では，
顕著な変化は見られなかった．また，オレイン酸エマルション（75-300 µL/kg : 15-60 µL/kg 




































傷害が抑制されることから，PGs が重要な役割を果たすことが示唆されてきた． PGs の中でも
特に，トロンボキサンA2（TXA2）は，気道抵抗増加作用，強力な血管収縮作用，気道および肺
血管抵抗増大作用，血管透過性亢進作用など，オレイン酸誘発肺傷害で見られる低酸素血症



































































Fig. 13. Time-courses of the plasma TXB2 levels after OA 
injection 
The concentration of TXB 2, a stable metabolite of TXA 2, in plasma was measured 
by EIA kit after 15 µL/kg OA (●) and saline (○) injection into guinea pigs. 
Each point represents mean±S.E. (N=5). 




さらに，オレイン酸の静脈内投与で誘発されるPao2 低下は，オザグレル前処置（i.v., 20-80 
mg/kg, オレイン酸投与30分前）により用量依存的に抑制され，80 mg/kg投与においては顕


















Fig. 14. Preventive effects of ozagrel administered 30 min 
before OA injection on the decrease in Pao2 
Saline+OA (●) and 20 mg/kg (△), 40 mg/kg (▲) or 80 mg/kg (□) ozagrel+OA 
was administered intravenously 30 min before OA injection (15  µL/kg). 
Each point represents mean±S.E. (N=6). 











ため，オザグレル（80 mg/kg）を，A) オレイン酸投与30分前投与，B) オレイン酸と同時投与
およびC) オレイン酸投与10 分後投与した時の，オレイン酸（15 µL/kg）の静脈内投与で誘
発されるPao2変化に及ぼす影響を検討した． 
オレイン酸投与30 分前およびオレイン酸と同時にオザグレルを投与すると，オレイン酸投
Table 2. The blood gas parameters of animals administered ozagrel 30 min 
before OA injection. 
Time(min) 0 6 10 15 35 55 75 
Pao2 088.3±3.300 0 41.2±2.3※※ 0 45.6±3.0※※ 0 50.9±2.4※※ 0 65.7±2.5※※ 0 72.9±5.2※※ 081.6±5.200 




pH 7.425±0.020 7.400±0.018 7.390±0.026 7.393±0.027 7.418±0.020 7.426±0.014 7.443±0.014 
Pao2 088.2±3.400 0 50.6±8.1※※   48.7±3.3※※ 0 49.6±2.3※※ 0 63.2±2.0※※ 0 73.3±2.8※0 083.7±2.900 
Paco2 039.4±0.800  40.4±1.200 040.8±1.500 039.5±1.700 039.8±1.600 039.4±1.600 040.1±1.800 
ozagrel(20 mg/kg) 
with OA 
(N = 6) 
pH 7.455±0.007 7.438±0.013 7.427±0.012 7.430±0.012 7.447±0.010 7.459±0.009 7.469±0.009 
Pao2 086.7±3.500 0 55.7±4.9※※   55.5±5.5※※ 0 57.0±5.5※※ 067.1±3.9※※ 071.8±4.900 079.7±3.300 
Paco2 042.0±1.900 0042.0±1.900 041.5±2.200 041.3±2.200 041.5±1.500 041.1±0.600 040.5±1.200 
ozagrel(40 mg/kg) 
with OA 
(N = 6) 
pH 7.409±0.013 7.412±0.021 7.406±0.023 7.404±0.022 7.397±0.032 7.398±0.030 7.404±0.032 
Pao2 086.3±2.700 0 70.6±4.5※0   68.7±4.0※※ 074.0±4.100 082.8±5.500 086.3±4.100 091.1±1.800 
Paco2 041.0±1.500 0042.1±2.100 042.6±2.300 042.0±2.500 041.1±1.400 042.3±1.600 042.7±1.300 
ozagrel(80 mg/kg) 
with OA 
(N = 6) 
pH 7.407±0.019 7.422±0.019 7.418±0.018 7.424±0.019 7.419±0.025 7.426±0.021 7.423±0.023 
Each value represents the mean±S.E. Pao2, Paco2 (mmHg). 
※P< 0.05, ※※P< 0.01, compared with the value at 0 min. 
 
 
与で誘発されるPao2低下は顕著に抑制された（Fig. 15 A, 15 B）．一方，オレイン酸投与10
分後のオザグレル投与では，有意な改善効果は見られなかった（Fig. 15 C）． 
 





（PGI2） 48,49) の産生に及ぼすオザグレルの影響を検討するため，PGI2 の安定代謝物である
6-keto PGF1α のBALF濃度をEIAにより測定した．さらに，オレイン酸投与による肺組織傷害
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Fig. 15. Time-window of the effects of ozagrel on the hypoxemia 
induced with OA 
 Ozagrel (80 mg/kg, i.v.) was administered A) 30 min before OA injection (15 µL/kg), 
B) simultaneously with OA injection and C) 10 min after OA injection.  
 Saline+OA (●), ozagrel+OA (□). 
 Each point represents mean±S.E. (N=6). 











dehydrogenase （LDH）活性 50)を測定した． 
その結果，オレイン酸投与により誘発されるBALF 中 TXB2 の増加は，オザグレル（80 
mg/kg）の前処置により有意に抑制された（Fig. 16 A）．また，6-keto PGF1α のBALF濃度は，
オレイン酸投与により増加したが，（Fig. 16 B）オザグレル（80 mg/kg）の前処置はほとんど影
響しなかった．ここで，TXB2 to 6-keto PGF1α weight ratio（T/P ratio）を算出したところ，オレイ
ン酸投与によりT/P ratioは有意に増加し，オザグレル（80 mg/kg）の前処置はこれを顕著に抑
制した（Fig. 16 C）． 
 
 

































































Fig. 16. Effects of ozagrel administered 30 min before OA injection  
 on the (A) TXB2 and (B) 6-keto PGF1α production and (C) 
TXB2/6-keto PGF1α weight ratio in BALF  
 Ozagrel (80 mg/kg, i.v.) and saline was administered 30 min before OA or saline injection (15 
µL/kg) and bronchoalveolar lavage was performed 1.5 hrs after OA injection. The concentration 
of TXB2 and 6-keto PGF1α, a stable metabolite of TXA2 and PGI2, in BALF were measured by 
EIA. Each bar represents mean±S.E. (N=5).  
 ＊P < 0.05, compared with the saline group,  ※P < 0.05, ※※P < 0.01, compared with the OA group.   
 






























Fig. 17. Effects of ozagrel administered 30 min before OA 
injection on the LDH activity in BALF 
 Ozagrel (80 mg/kg, i.v.) and saline was administered 30 min before OA or saline 
injection (15 µL/kg). Bronchoalveolar lavage was performed 1.5 hrs after OA 
injection and the LDH activity in BALF was measured. 
 Each bar represents mean±S.E. (N=5). ＊P < 0.05, compared with the saline group,  








































Fig. 18. Preventive effects of ozagrel administered 30 min before 
OA injection on the increase in pulmonary vascular 
permeability 
Ozagrel (20, 40, 80 mg/kg, i.v.) or saline (1 mL/kg, i.v.) was administered 30 min before 
the OA injection and Evans blue (30 mg/kg, i.v.) was administered 1 minute before the 
OA or saline injection (15 µL/kg). The lungs were removed 90 min after OA injection 
and measured the Evans blue contents. 
Each point represents mean±S.E. (N=7). 




saline OA OA+ozagrel 
20 40 80 mL/kg 




































































Fig. 19. Possible causes of hypoxemia mediated by TXA2 
 
Normal  ① Low ventilation 






edema or fibrosis 
Vasoconstriction of 
pulmonary micro vessels 
る肺胞低換気を改善する，アドレナリンβ2 受容体作用薬プロカテロールは，本実験系のオレイ
ン酸によるPao2低下を抑制し得なかったことから55)，③の可能性は低いと思われる． 
本章ではBALF中 TXB2濃度および6-keto PGF1α 濃度変化を検討した結果，オレイン酸の
静脈内投与により，肺でのTXA2産生は約４倍増加し， PGI2産生は約 2倍増加した．結果とし



























































ある，T/ P ratioが顕著に増加した．オザグレル（80 mg/kg, i.v.）の投与により，TXB2の増加
は顕著に抑制され，T/ P ratioは対照群とほぼ同程度の値を示した． 
 







































そこで本章では，まず， TXA2 を介した肺での炎症反応機序を解明すべく，in vivo 条件下
において TXA2 による炎症性細胞の遊走・活性化におけるケモカイン類の関与を遺伝子発現
レベルで解析した．次に，オレイン酸誘発肺傷害におけるケモカイン遺伝子発現に及ぼす選

















































Fig. 20. Changes in pulmonary vascular permeability after OA 
injection 
Bronchoalveolar lavage was performed 0, 0.75, 1.5, 3, 6 hrs after OA injection and the 
total protein concentration in BALF was measured. 









































Fig. 21. Changes of the number of cells in BALF after OA injection 
Bronchoalveolar lavage was performed 0, 0.75, 1.5, 3, 6 hrs after OA injection and the 
number of each cell was determined using cytospins and May-Grunwald Giemsa stain. 









の messenger RNA（mRNA）の発現を，reverse transcriptase-polymerase chain reaction 
（RT-PCR） 法で検討した． 































Fig. 22. Determination of Chemokine mRNA in the whole lungs 
injured by OA 
EOTAXIN, regulated-upon-activation, normally T-cell-expressed and –secreted chemokine 
(RANTES), monocyte chemoattractant protein-1（MCP-1） and interleukine-8（IL-8）
mRNA in guinea pig lungs after 1.5, 3 and 6 hrs of OA injection (15 µL/kg). Whole lung 
RNA was extracted, and RT-PCR was performed. Equal loading was shown with β-actin
bands. 
発現が亢進した．一方，RANTES mRNAは，オレイン酸投与3時間後に若干の発現亢進を



















Fig. 23. Effects of ozagrel on the IL-8 and MCP-1 mRNA 
expression induced with OA  
MCP-1 and IL-8 mRNA in guinea pig lungs after 3 hrs of OA (15 µL/kg) 
injection. Ozagrel (80 mg/kg) was administered intravenously 30 min before OA 
injection (15 µL/kg). Whole lung RNA was extracted, and RT-PCR was 
performed. Equal loading was shown with β-actin bands. The data are two 







その結果，Fig. 24に示すように，オレイン酸投与30分前のオザグレル（80 mg/kg, i.v.）前処
置により，オレイン酸投与3 時間後の肺胞マクロファージおよび好中球の増加は有意に抑制
 
Fig. 24. Effects of ozagrel on the infiltration of A) macrophages and B) 
neutrophils into the lungs induced with OA 
Ozagrel (80 mg/kg) was administered intravenously 30 min before OA injection (15 µL/kg). 
Bronchoalveolar lavage was performed 3 hrs after OA injection and the number of macrophages and 
neutrophils were determined using cytospins and May-Grunwald Giemsa stain. 
Each bar represents mean±S.E. (N=5-6). ＊P < 0.05, ＊＊P < 0.01, compared with the saline group,  
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Fig. 25. Effects of ozagrel on the pulmonary vascular permeability 
induced with OA  
Ozagrel (80 mg/kg) was administered intravenously 30 min before OA injection (15 
µL/kg). Bronchoalveolar lavage was performed 3 hrs after OA injection and the total 
protein concentration in BALF was measured. 
Each bar represents mean±S.E. (N=5-6).  
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（human umbilical vein endothelial cells: HUVEC）での，MCP-1 mRNA発現が亢進することを，
Keelanら 64)は，amnion-derived WISH cellへのU4661の添加により，IL-8 mRNA発現を亢進
することを証明している．また，興味深いことに，代表的な“proinflammatory”メディエーターで
ある platelet-activating factor（PAF）やtumor necrosis factor-alpha（TNF-α）によるMCP-1 









示唆する興味深い報告がある．Furue ら 23)は，PGs 産生の律速酵素の１つである，分泌型
phospholipase A2（sPLA2）阻害薬S-5920/LY315920Naにより，オレイン酸の静脈内投与で誘発











亢進した．ARDS/ALI 患者においても，MCP-1 とIL-8 および肺胞マクロファージと好中球が，
病態形成に重要な役割を果たすことが示唆されていることから，オレイン酸誘発肺障害モデル
は，病理学的所見のみならず，MCP-1とIL-8発現亢進という点においてもARDS/ALIの病態
と類似している 68-72)．本実験では，MCP-1 および IL-8 のタンパク質レベルでの定量は行って
いないが，MCP-1 および IL-8 mRNA の発現亢進とともに，肺胞マクロファージ数および好中
球数が増加したことから，おそらくタンパク質レベルでも発現が亢進していることが予想される．
一方，オレイン酸の静脈内投与により，肺組織でのEOTAXINとRANTES mRNA発現に顕著






















7)  オレイン酸（15 µL/kg）の静脈内投与により，肺血管透過性が亢進するとともに，肺傷害病
態に重要な役割を果たす好中球および肺胞マクロファージが，BALF 中で顕著に増加した．
その際，好中球遊走・活性化因子であるinterleukin-8（IL-8）および単球・マクロファージの
遊走・活性化因子であるmonocyte chemoattractant protein-1（MCP-1） mRNAの肺組織中
での発現が亢進したことを明らかにした． 
 














































































をもとに，Sinuff ら 82)は ARDS/ALI 予防のためのケトコナゾール使用ガイドラインを作製し，そ
のガイドラインを用いた集中治療室は，ガイドラインを用いない集中治療室と比較して
ARDS/ALI 発症率が有意に低かったことを報告している．一方，2000 年に発表されたThe 










示唆している．TXA2に関する同様の仮説は， Bulgerら 87)による総説にも述べられている． 


































































Fig. 26.  Proposed mechanisms of TXA2 mediated-lung 





















大日本製薬）（ 25 mg/kg ; i.p. ）により麻酔後背位に固定し，局所麻酔薬（塩酸プロカイン（オ
ムニカイン注；第一製薬））を手術部位に皮下注射し，鎖骨下静脈にオレイン酸およびその他
の被験薬物投与用のカテーテル（ポリエチレンチューブ外径1.1 mm）を挿入した．オレイン酸
（Approx. 99%；ICN）はマイクロシリンジを用いて、15-60 µL/kgで投与した． 
 











3) 肺血管透過性測定 （第2, 3章共通） 
血管透過性の測定は，アルブミンの血管外流出量を反映するエバンスブルーを用いて，森
内らの方法 40） に従って行った (Fig. 28, 29)．すなわち，モルモットをペントバルビタール(25 
mg/kg ; i.p.)により麻酔後背位に固定し，局所麻酔薬（塩酸プロカイン）を手術部位に皮下注射
し，鎖骨下静脈に薬物投与用のカテーテルを挿入した．オレイン酸，イントラリピッド，ダイズ油
など（以下オレイン酸等）の投与1 分前にエバンスブルー（Sigma）30 mg/kg を，鎖骨下静脈よ












Injection of oleic acid
Subclavian vein







Fig. 27.  Arrangement and protocol for measuring of blood gases
 
18 時間で抽出した．また，右肺は主気管支を肺門部位で切断し，質重量を測定した後，肺実
質を含めた残りの部位のエバンスブルーを20 mLのホルムアミドで（37℃, 18 時間）抽出した．
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5) 生化学パラメーターの測定 （第2章） 
モルモットに血液ガス測定の実験と同様にカテーテルを挿入し（Fig. 27 参照），以下
の操作を行った．オレイン酸投与 10 分前に鎖骨下動脈より採血(1 mL)し，これを 0 分
値用のサンプルとした．オレイン酸を鎖骨下静脈より投与後 10 分，30 分，60 分，120 








6) 気管支肺胞洗浄液（BALF）法 （第3, 4章共通） 
Table 3.  Biochemical parameters measured in this study  
 
Parameters 
serum creatinine（CRE） blood urea nitrogen（BUN） 
asparatate aminotransferase（AST） alanine aminotransferase（ALT） 
leucine aminopeptidase（LAP） alkaline phosphatase（ALP） 
γ-glutamyl transpeptidase（γ-GTP） Choline esterase（ChE） 
lactate dehydrogenase（LDH） albumin（ALB） 
total protein（TP） c-reactive protein（CRP） 
creatine kinase（CK） creatine kinase MB（CK-MB） 
triglycerides（TG） total cholesterol（T-Cho） 
free cholesterol（F-Cho） phospholipids（PL） 
 
肺組織中の炎症性メディエーターや炎症細胞および肺傷害パラメーターを，気管支肺胞洗
浄液(bronchoalveolar lavage fluid：BALF)法を用いて測定した． 
モルモットをペントバルビタール（50 mg/kg ; i.p）により深麻酔後，開腹し腹部大動脈を切開し
放血致死させた後，気道にカニューレを挿入した．カニューレより，0.7 mM 
ethylene-diaminetetraacetic acid disodium（Sigma）を添加した生理食塩水 10 mL，4℃をゆっく
りと注入し，注意深く回収する操作を２回行った．BALF を回収後，ただちにインドメタシン





7) 血漿中 TXB2濃度測定（第3章） 
オレイン酸投与投与5 分前に，また血液ガス測定と同様に，オレイン酸投与後6，10，15，35，
55，75 分後に，0.8 mL ずつ採血を行った．採血後，ただちに採取した血液にインドメタシンお
よびEDTA 2Naを，最終濃度が5 µg/mLおよび1 mg/mlになるように，それぞれを添加した．
それらのサンプルを1800 g，4℃，20 分間で遠心し，血漿を得た．それらの血漿は，測定まで，
-80℃で保存した．血漿中TXB2濃度は，enzyme immunoassay kit （Cayman Chemical）を用い
て測定した． 
 
8) BALF中 TXB2および6-keto PGF1αの測定（第3, 4章共通） 
肺組織中のTXA2およびPGI2産生の変化を検討するため，それぞれの安定代謝物である中
TXB2および6-keto PGF1αのBALF中濃度変化を測定した．BALFは，250 g，4℃，20 分間で
遠心し，上清を採取後ただちに，測定まで-80℃で保存した．測定は，それぞれのenzyme 
immunoassay kit （Cayman Chemical）を用いて行った． 
 
9) BALF中 LDH活性および総タンパク質の測定（第3, 4章共通） 
オレイン酸投与による肺組織傷害および肺血管透過性亢進の指標として，BALF 中の LDH














よびregulated-upon-activation, normally T-cell-expressed and –secreted chemokine（RANTES）
messenger RNA（mRNA）の肺組織中での発現を，reveres transcriptase-polymerase chain 
reaction（RT-PCR）法で検討した． 
モルモットをペントバルビタール（50 mg/kg ; i.p）により深麻酔後，開腹し腹部大動脈を切開し
放血致死させた後，肺を摘出し，速やかに肺質重量1 gあたり8 mLのRNA回収・精製試薬の
TRIzol reagent（Invitrogen）を加えて，同試薬添付文書のプロトコールに従い，RNA回収・精製
を行った．得られたRNA（total RNA）をGene Quant（Pharmacia）を用いて，UV 260 nmにおけ
る吸光度から収量を求め，さらに1 µg/mLの RNA水溶液を調整した．なお，用いた器具はす
べて乾熱滅菌，オートクレーブおよびDEPC処理したものを用いた． 
各 mRNA の検出は，TaKaRa RNA PCR kit （AMV）Ver. 2.1（タカラバイオ）を用いて，
RT-PCR法により行った．Oligo dT-adapter primer（0.125 µM）およびAvian Myeloblastosis Virus
由来の reverse transcriptase（0.25 U/µL）により逆転写反応をおこない，cDNA を合成した．各
RNAの cDNA 特異的 PCRプライマーの塩基配列は以下の通りで，β-actinは内標準として測
定した． 
 





















MCP-1（25 cycle at 95℃ for 1 min, 50℃ for 1 min 72℃ for 1 min） 
IL-8 （35 cycle at 95℃ for 1 min, 54℃ for 1 min 72℃ for 1 min） 
RANTES（30 cycle at 95℃ for 1 min, 50℃ for 1 min 72℃ for 1 min） 
EOTAXIN（30 cycle at 95℃ for 1 min, 50℃ for 1 min 72℃ for 1 min） 
β-actin（22 cycle at 95℃ for 1 min, 56℃ for 1 min 72℃ for 1 min） 
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